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Les prostaglandines sont des médiateurs importants de l'inflammation. Elles ont des effets
néfastes sur le cartilage en augmentant la synthèse des métalloprotéases et en inhibant la
production des glycosaminoglycans. Dans les maladies articulaires, une augmentation de
c>tokines est observée tel I'interIeukine-1 et le TNFa. L'action des cytokines serait probablement
médiée au moins en partie, via la libération de prostaglandines. Lorsque les chondrocytes sont
stimulés avec des doses croissantes d'IL-1 et de TNFa, une production de PGE2 est observée.
L'action des prostaglandines est médiée via des récepteurs spécifiques dont il existe quatre sous-
types soit, EPi, EP2, EP3 et EP4. L'objectif du travail est de caractériser le sous-type de récepteur
présent chez les chondrocytes bovins en culture. Le sous-type EPi est couplé à l'augmentation de
calcium intracellulaire et d'inositol triphosphate. Dans notre modèle, aucune augmentation de
calcium intracellulaire et d'IPs n'a été observée après stimulation à la PGE2, ce qui laisse croire que
le sous-type EPi n'est pas présent chez les chondrocytes bovins. Les sous-types EP2 et EP4 sont
couplés à l'adénylate cyclase et augmentent l'AMPc intracellulaire. Chez les chondrocytes bovins
après stimulation avec PGE2 et 11-deoxy PGEj (agoniste EP2 et EP4) une augmentation d'AMPc
dose-dépendante est observée tandis que le Butaprost (agoniste EP2) n'a pas eu d'effet sur
l'augmentation d'AMPc. Les agonistes EPi et EP3 n'ont pas eu d'effets sur cette augmentation.
L'antagoniste EP4 (AH 23 848B) a déplacé la courbe dose-réponse de la PGE2 vers la droite, ce
qui nous laisse croire que les chondrocytes bovins possèdent un récepteur de sous-type EP4. Le
sous-type EP3 possède différents isoformes soit EP3A, EP3B, EP3C, EP3D couplé à différents
seconds messagers pouvant mener à l'inhibition ou l'augmentation d'AMPc ou l'augmentation
dTP3. Aucun effet avec les agonistes EP3 n'a été observé. Les sous-types EP3 ne semblent pas
présent chez les chondrocytes bovins en culture. Comme le sous-type EP3 peut être couplé à
différents seconds messagers, nous poiunons être en présence de deux isoformes qui ont des
effets opposés, masquant ainsi la réponse à l'AMPc. Nous avons vérifié à l'aide de la toxine
pertussis et aucun récepteur à la PGE2 couplé à une protéine Gi n'est présent chez les chondrocytes
bovins. Donc, chez les chondrocytes nous ne sommes pas en présence de sous-type EP3 sous
aucun isoforme. Nous pouvons donc conclure que les chondrocytes bovins possèdent im
récepteur EP4 et ne possèdent pas de sous-type EPi, EP2 et EP3. Nous avons voulu voir l'effet de
la PGE2 sur le cartilage. Dans notre modèle la PGE2 n'a pas eu d'effet sur la libération de
glycosaminoglycans tandis qu'elle a augmenté la production de métalloprotéases et cette
augmentation est médiée via le réceptem EP4.
INTRODUCTION
Les maladies rhumatismales constituent un groupe de plusieurs dizaines d'entités
nosologiques différentes, dont la polyarthrite rhumatoïde (PR) et l'arthrose sont les plus
connues. Ces deux maladies affectent de 1 à 4% de la population en général (MCCARTY
ET KOOPMAN, 1993), et leur incidence et prévalence augmentent avec l'âge pouvant
atteindre 30% chez les personnes de 70 ans et plus et 70% chez les personnes âgées de 75
ans et plus (MCCARTY ET KOOPMAN, 1993). L'importance de ces pathologies des
points de vue médical et économique est donc immense et indéniable, surtout en
considérant l'augmentation progressive de la moyenne d'âge que les pays développés
connaissent actuellement. La PR est une affection inflammatoire chronique , d'étiologie
inconnue, qui frappe les articulations, les déforme et les détruit (MCCARTY ET
KOOPMAN, 1993). L'arthrose est une maladie dégénérative des articulations, plus
spécifiquement du cartilage articulaire, qui entraîne aussi des limitations fonctionnelles
considérables (KELLEY et ai, 1993). Les hommes comme les femmes sont atteints par
ces maladies et, dans le cas de la PR, même les enfants peuvent être affectés
Dans ces deux pathologies on observe une dégénérescence du cartilage
articulaire. Même si la pharmacologie moderne a produit des médicaments capables de
diminuer 1 inflammation, la douleur et, dans le cas de la PR, d'induire une rémission de la
maladie (MCCARTY ET KOOPMAN, 1993), nous ne disposons pas encore de moyens
de contrer la destruction articulaire en agissant directement sur le cartilage pour le
protéger Pour mieux identifier les approches possibles à ce problème, et surtout celle
que nous avons choisi de suivre, dans les pages suivantes nous reverrons quelques
concepts fondamentaux concernant la physiologie et la physiopathologie du cartilage
articulaire.
1. Cartilage
Le cartilage articulaire est un tissu blanchâtre, de surface lisse et brillante, dont
les fonctions sont de faciliter la mobilité des articulations avec un minimum de friction et
d amortir les chocs mécaniques. Il est composé d'éléments cellulaires, les chondrocytes,
et d'une matrice extracellulaire.
1.1 Les chondrocytes
Les cellules qui forment le cartilage sont appelées chondrocytes. Les
chondrocytes sont contenus dans des lacunes ovalaires ou arrondies appelées
chondroplastes. Il existe trois types de cartilage : le cartilage hyalin, le fibrocartilage et
le cartilage élastique (HOULD, 1982). Le fibrocartilage se trouve dans la symphyse
pubienne, dans les disques intervertébraux et dans les ménisques des genoux; ce tissu
allie la force et la rigidité. Le cartilage élastique offre de la force et de la malléabilité
tout en aidant à maintenir la forme de certains organes comme l'épiglotte, le pavillon
auriculaire et les trompes d'Eustache. Le cartilage hyalin est le plus abondant de
1 organisme. Il participe à la formation du nez, du larynx, de la trachée, des bronches et
des voies bronchiques. Le squelette embryonnaire est, en grande partie, fait de cartilage
hyalin. II est aussi présent au niveau des articulations des extrémités des os longs, où on
1 appelle cartilage articulaire, et forme les cartilages costaux aux extrémités ventrales des
côtes. Chez 1 adulte on distingue quatre couches dans le cartilage articulaire
(MCCARTY ET KOOPMAN, 1993): une couche superficielle où les chondrocytes sont
petits et plats, une couche moyenne où ils sont gros et ronds, une couche radiale où ils
ont tendance à se déposer en colonnettes parallèles et une couche de cartilage calcifié qui
repose sur une lame osseuse sous-chondraie.
1.2 La matrice extracelluiaire
La matrice du cartilage articulaire est composée de fibres de collagène, de
protéoglycans, et deau (KELLEY et al., 1993). Les fibres de collagène forment un
feutrage très serré, les superficielles étant parallèles à la surface du cartilage et les
profondes verticales et ancrées dans la lame osseuse sous-chondrale. Le collagène
principal de 1 articulation est de type 11 contrairement à la peau qui possède du collagène
de types I et III. On retrouve également dans le cartilage du collagène de type V, VI, IX,
X, XI en moindres quantités. La substance fondamentale située entre les fibres de
collagène est composée de complexes protéine-polysaccharides (protéoglycans), d'eau et
d électrolytes Les protéoglycans sont formés de plusieurs chaînes de
glycosaminoglycans insérées sur une chaîne polypeptidique longue d'environ 300 nm
(KELLEY et ai. 1993). Les glycosaminoglycans sont des polyosides constitués d'unités
dissaccharidiques répétées] chondroîtine-6-sulfate, chondroïtine-4-sulfate et kératan-
sulfate L unité disaccharidique des chondroïtines-sulfates est faite de
N-acétylgalactosamine et d'acide glucuronique, celle du kératan-sulfate de galactose et
de N-acétyl-glucosamine. Le chondroïtine-6-sulfate est le principal glycosaminoglycan
du cartilage. Les protéoglycans possèdent une forte charge négative qui attire les
molécules deau aux régions comprises entre les chaînes latérales de
glycosaminoglycans. Lorsque la pression mécanique devient trop importante, les
molécules d'eau sont expulsées permettant ainsi d'amortir les chocs et la pression. Une
fois la pression mécanique disparue l'eau revient et occupe 1' espace perdu. Ces
caractéristiques confèrent au cartilage une fonction de ressort biologique hautement
efficace (KELLEY et al, 1993/ Le cartilage articulaire est dépourvu de vaisseaux et de
nerfs, il est nourri par des éléments contenus dans le liquide synovial.
2. La physiologie et la physiopathologie du cartilage articulaire
Le cartilage est un tissu vivant qui se remodèle continuellement, ayant donc
besoin de défaire la matrice et de la reconstruire. Le chondrocyte est le seul type
cellulaire présent dans ce tissu et cumule les fonctions anaboliques et cataboliques. Du
contrôle de ces deux fonctions dépend 1 intégrité tissulaire. Les fonctions anaboliques les
plus importantes sont la production de collagéne, de protéoglycans et d inhibiteurs
enzymatiques spécifiques. La contrepartie catabolique comprend la production
d enzymes nécessaires à la dégradation des éléments de la matrice. Des études récentes ,
décrites ci-bas, suggèrent une importance spéciale du contrôle de la production des
métalloprotéases et de leurs inhibiteurs spécifiques pour le contrôle de la santé du
cartilage.
2.1 Enzymes impliquées dans le remodelage et destruction du cartilage
Les enzymes responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire sont les
protéinases et les endopeptidases. Il existe quatre classes de protéinases, soit l'aspartate
et la cystéine protéinase qui sont actives à pH acide, et les sérines protéinases et les
métalloprotéinases actives à pH neutre ou alcalin (KELLEY et ai, 1993/ Ces quatres
protéinases, dont les métalloprotéases sont les plus importantes (VTNCENTl et al, 1994)
pour le cartilage, sont produites et sécrétées par les chondrocytes. La principale aspartate
protéinase est la cathepsine D qui est retrouvée aussi dans les lysosomes de plusieurs
autres types cellulaires. La cathepsine D peut dégrader les protéoglycans du cartilage
(KELLEY et al, 1993/ Les cathepsines B et L sont des cystéines protéinases, et leur
principale action est de couper les peptides de collagène dans la portion NH2 terminal
(KELLEY et al, 1993/ La cathepsine B coupe aussi la liaison de l'acide hyaluronique
avec les protéoglycans et dégrade les glycosaminoglycans (KELLEY et al, 1993). Les
sérines protéinases les plus actives sur le cartilage sont les plasmines, l'élastase et la
cathepsine G qui agissent comme activateurs des métalloprotéases (KELLEY et al,
1993). Les métalloprotéases (MMP) sont classés en trois groupes (VINCENTI et al,
1994). Le groupe 1 comprend la collagénase interstitielle (MMP-1) et la collagénase des
neutrophiles (MMP-8); leurs principaux substrats sont les collagènes de types 1, 11, et 111
Le mécanisme d'action des collagénases est de couper entre les résidus glycine et
isoleucine du collagène. Elles sont produites par les macrophages, les fibroblastes, les
synoviocytes, les ostéoblastes, les chondrocytes et les cellules endothéliales. Les
métalloprotéases du groupe 2 sont la gélatinase A (MMP-2) et la gélatinase B (MMP-9)
leurs substrats étant la gélatine et le collagène de type IV. Le groupe 3 comprend la
stromélysine 1 (MMP-3) la stromélysine 2 (MMP-10) et la pump-1 (MMP-7). La
stromélysine est active sur les protéoglycans et les collagènes de type IV, V, VII, IX, la
laminine, et la fïbronectine. La stromélysine est synthétisée en coordination avec la
collagénase, mais leur régulation est indépendante. Dans les maladies articulaires la
collagénase (MMP-1) et la stomélysine (MMP-3) jouent un rôle important (HARRIS
1990, WERB, et al., 1989). Dans les conditions normales, la synthèse de ces enzymes
par les chondrocytes est faible mais elle augmente sensiblement dans le cartilage de
r arthrose (MARTEL-PELLETIER et al., 1984; PELLETIER et al., 1987; PELLETIER
et al., 1983a, 1983b) et de la PR (VINCENTI et al., 1994). Il est probable que des
interleukines telles que 1' IL-1, le EGF, le PDGF, et le TNFa soient les inducteurs de la
synthèse des collagénases et des stromélysines dans ces situations (HARRIS, 1990;
WERB, et al..1989)
2.2 Inhibiteurs des protéases
Malgré leur potentialité destructrice envers le cartilage les métalloprotéases sont
nécessaires pour le remodelage physiologique de ce tissu. Il est donc important de
pouvoir bien maîtriser leur production et leur activité pour garder l'intégrité du cartilage
A part le contrôle de la production de ces enzymes leurs activités sont affectées par la
présence d inhibiteurs endogènes. L'inhibiteur majeur de la collagénase et des autres
métalloprotéases dans le plasma et le liquide synovial est l'alpha2 macroglobuline (a2M)
(KELLEY et al., 1993j, tandis que dans les tissus ce sont les inhibiteurs tissulaires des
métalloprotéases (tissue inhibitors of metalloproteases - TIMPs) qui assument cette tâche
(KELLEY et al., 1993). Les TIMPs sont produits par beaucoup de types cellulaires tels
les macrophages, les fibroblastes, les cellules endothéliales et les chondrocytes
(KELLEY et al., \993). Le cartilage humain produit des TIMPs (DEAN et al,. 1984,
1987). La production de TIMP dans 1 arthrose est diminuée tandis que les protéinases
sont trois fois plus élevés (AZZO et al, 1986; DEAN et al., 1987) que la normale. Le
déséquilibre entre les métalloprotéases et les TIMPs doit être un facteur
pathophysiologique important pour la destruction du cartilage (MAROUDAS et al,
1986).
2.3 Éléments impliqués dans le contrôle du métabolisme cartilagineux
Les cytokines sont des médiateurs importants dans les situations normales et
pathologiques. (KELLEY et al, 1993). L'interleukine-1 (IL-1) et le TNFa sont des
médiateurs importants lors de 1 inflammation et dans la destruction articulaire
(GILMAN 1987). Au niveau du cartilage, l'Il-l a beaucoup d'effets. L'Il-1 stimule la
production de collagénase et d'autres protéinases neutres, ainsi que des prostaglandines
(KELLEY et al, 1993). Elle altère la synthèse de collagène, réduit la formation de
collagène de type II et augmente la synthèse de collagène de type I et III (KELLEY et al,
1993). Au niveau des protéoglycans, l'Il-l a des effets complexes en inhibant leurs
synthèses et en augmentant leur dégradation (ARNER et al, 1989, KELLEY et al,
\992)). Des résultats expérimentaux montrent que l'Il-l induit la dégradation d'expiants
de cartilage humain et augmente la synthèse de prostaglandines (CAMPBELL et al,
1990, CHIN et al, 1988). Le TNFa stimule la collagénase, la production de PGE2 par les
synoviocytes et d'autres fibroblastes, et joue un rôle dans l'inflammation de la synoviale.
(KELLEY et al, 1993/ Il inhibe la synthèse des protéoglycans (IKEBE et al, 1988,
1986, SAKLATVALA, 1986) et du collagène de type II (GOLDRING et al, 1990). Le
TNF induit la perte de la matrice extracellulaire du cartilage dans l'arthrite rhumatoïde et
l'ostéoarthrite (LEONG et al, 1993)
Il-l et le TNFa induisent la synthèse de prostaglandines (KELLEY et al, 1993/
Les prostaglandines pourraient agir comme médiateur des cytokines car il a été démontré
que 1 effet de lIL-1 sur la dégradation d'expiants de cartilage humain est inhibé par un
inhibiteur de la cyclooxygénase, le Tenoxicam, et qu'en ajoutant de la PGE2 exogène, on
retrouve l'effet produit par l'IL-1 (PELLETIER et al, 1989). Ces résultats suggèrent que
les prostaglandines sont des médiateurs des cytokines.
3. Les prostaglandines
Les premières activités associés aux prostaglandines ont été identifiées en 1930
par KURZROK et LIEB dans le liquide séminal humain. Par la suite, en 1957, le groupe
de BERGSTRÔM et SJÔVALL a purifié les premières prostaglandines, soit PGE, et
PGFia. Au milieu des années 1970 il est devenu clair que les prostaglandines sont des
médiateurs lipidiques puissants et participent à un grand nombre d'effets
physiologiques. (COLEMAN e/a/. 1994b)
3.1 Synthèse
Les prostaglandines sont composées d'acides gras de 20 atomes de carbones
contenant un noyau cyclopentanique. Elles sont libérées des membranes lipidiques par la
phospholipase A, à partir d'un précurseur, soit l'acide dibomo-y-linolénique, l'acide
arachidonique ou l'acide timodinique. Chez la plupart des espèces, l'acide arachidonique
est le précurseur le plus important. En présence d'oxygène , l'acide arachidonique peut
être transformé par les cyclooxygénases, en endopéroxydes PGG, et par la suite en PGH,
par une hydropéroxydase. L'enzyme qui fait l'action cyclooxygénase et l'action
hydropéroxydase est appelé Prostaglandine endopéroxyde synthase (PGH synthase ou
cyclooxygénase). 11 existe deux isoformes de PGH synthase soit la PGH synthase-1 et la
PGH synthase-2 (HLA et ai, 1992). La PGH synthase-1 est présente dans les cellules
endothéliales vasculaires (DEWITT et ai, 1983), les plaquettes (FLJNK et ai, 1991), les
reins (SMITT et ai, 1978) et plusieurs autres tissus (XIE et a/.,1991; HLA et al., 1992).
Elle possède un niveau stable elle n'est pas stimulée par les hormones, ni par des
facteurs de croissance, et son gène a les caractéristiques d'un "Housekeeping gene".
PGH synthase-2 est présente dans plusieurs tissus tels les ostéoblastes (DE BRUM
FERNANDES et ai, 1994), les fibroblastes, les synoviocytes durant l'inflammation
(KUJUBU et al, 1991), les macrophages et monocytes (O'SULLIVAN et ai, 1992).
Certains facteurs stimulent la production de PGH synthase-2 tels le sérum (O'BANION
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et al., 1992), l'endotoxine (lipopolysaccaride, LPS), les phorbol esters (HLA et al,
1992), l'ionophore de calcium (HERSHMAN, 1992, OBANION et al, 1992), l'IL-1 et
d'autres cytokines (MITCHELL er al, 1992). Tandis que les glucocorticoides la
diminuent (OBANION et al, 1991,OBANION et al, 1992). PGH synthase-1 est une
enzyme constitutive tandis que PGH synthase-2 est une enzyme inductible responsable
de la production des prostanoïdes dans l'inflammation et dans d'autres pathologies où la
prolifération cellulaire est impliquée (VANE 1992).
PGH2 est rapidement converti par différentes enzymes en prostaglandines. PGl
synthase catalyse la formation de prostacycline, PGE synthase des PGE , PGD synthase
de PGD2 , PGF,„ synthase de la PGF,„ et TXA synthase de thromboxane. Les
prostaglandines sont désignées par les lettres A à 1. La nomenclature des
prostaglandines est déterminée à partir de la structure chimique de la molécule. Le
numéro après la lettre indique la présence de doubles liaisons, donc 1 signifie une double
liaison entre le carbone 13 et le carbone 14, 2 signifie une double liaison additionnelle
entre les carbones 5 et 6, et 3 signifie une troisième double liaison entre les carbones 17
et le 18. Les prostaglandines doivent leur nom au fait qu'on les a d'abord isolées à partir
du liquide séminal.
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3.2 Effets Biologiques
Les prostaglandines sont des modulateurs d' une variété de réponses
physiologiques et pathologiques.
PGI2 est produite majoritairement par les cellules endothéliales. Il s'agit d'une
substance vasodilatatrice qui joue un rôle inhibiteur dans le contrôle du tonus vasculaire.
Elle augmente la perméabilité vasculaire et inhibe l'aggrégation plaquettaire (OLIVA et
al. 1987). La PGI2 est aussi un médiateur des réponses excitatrices au niveau du système
nerveux. Les récepteurs à la PGL sont localisés dans les plaquettes sanguines, les
muscles lisses vasculaires et les nerfs sensitifs afférents.
Thromboxane A2 est une substance vasoconstrictrice et un puissant aggrégant
plaquettaire (MALMSTEN 1976). Elle est hydrolysée rapidement en composé inactif,
soit Thromboxane B2.
Les réponses médiées par PGD2 sont de nature inhibitrice, c'est à dire l'inhibition
de l'aggrégation plaquettaire, la relaxation des muscles lisses, l'inhibition de la relâche
de neurotransmetteur (COLEMAN et ai, 1994b). Le sommeil est induit par la PGD2
(KATZUNG, 1989).
PGF2a est présent dans le corpus luteum et son rôle est fondamental dans le cycle
reproductif de la femelle (SENIOR et ai, 1992). Il est aussi présent dans les muscles du
sphincter de l'iris (CAMRAS et ai, 1992). L' analogue le PGF2a -1-isopropyl ester est
utilisé pour diminuer la pression intraoculaire dans le traitement du glaucome (CAMRAS
et al, 1989; WOODWARD et al, 1989). PGF2a serait également impliquée dans les
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fonctions rénales, car la présence d'un récepteur à été démontrée dans les cellules
mésangialles de rat. ( MENÉ e/ ai, 1987). Le récepteur de PGF2a est exprimé dans les
poumons et cause une bronchonconstriction (COLEMAN 1987a).
La PGE2 est présente au niveau du système nerveux central, où elle augmente la
température, inhibe la relâche de norepinéphrine, stimule la relâche d'hormones de
croissance , de prolactine , TSH, ACTH, FSH, LH (KATZLOSfG, 1989). Au niveau de
l'estomac, PGE2 a un effet protecteur en inhibant la sécrétion gastrique et en maintenant
une barrière pour la muqueuse gastrique. Dans les reins, PGE2 participe à la filtration
glomérulaire, augmente la réabsorption d'eau et de sodium. PGE2 stimule la relâche de
catécholamines et augmente la relâche de rénine.
Le rôle précis des prostaglandines dans l'inflammation n'est pas encore totalement
compris. Plusieurs travaux supportent la participation des prostaglandines dans le
développement de la réponse inflammatoire. De grandes quantités de prostaglandines
sont détectés dans le foyer inflammatoire chez les patients atteints de PR. Le tissu
synovial secrète beaucoup de prostaglandines (DAYER et ai, 1977, MCCARTY ET
KOOPMAN, 1993). Les patients atteints d'ostéoarthrite ont un niveau augmenté de
prostaglandines dans leur liquide synovial (ATIK, 1990). Les prostaglandines jouent un
rôle important de la régulation du métabolisme du cartilage (MALEMUD et ai, 1977).
Les chondrocytes produisent des prostaglandines telles que PGE2, PGI2 et PGF2a
(MALEMUD et ai, 1981). La synthèse des prostaglandines peut être induite par
l'interleukine-l et le TNF„ (CAMPELL et ai, 1990;CHIN et a/.,1988). Les
prostaglandines seraient des intermédiaires dans la réduction de la synthèse des
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protéoglycans induite par l'IL-l (BOQUET et al, 1986; GILMAN, 1987), et
participeraient à la pathophysiologie de la destruction du cartilage (VIGON et al, 1989)
3,3 Récepteurs des prostaglandines
3.3.1 Historique
Les prostaglandines exercent leurs actions via des interactions avec des
récepteurs spécifiques. BENNET et al (1968) ont démontré que PGE, et PGE,
contractent les muscles longitudinaux intestinaux chez l'homme, le cobaye et le rat et
relaxe les muscles circulaires intestinaux, donc la possibilité de deux sous-types de
récepteurs. En 1969 SANNER et al développèrent un antagoniste de PGE, , le SC
19220. Cet antagoniste a permis de décrire deux sous-types de récepteurs pour les
prostaglandines E,, un sensible au SC-19220 et un autre sous-type de récepteur insensible
à ce composé ( BENNET et al 1971). L' hypothèse de Bennet fut confirmée par
COLEMAN. et al en 1979, avec le SC-19220 et en 1985 avec le AH6809 (COLEMAN
et al, 1985b) que les deux composés bloquaient un type de récepteur qu'ils ont nommé
EP„ mais non le deuxième type nommé EP,. En 1982, KENNEDY et al ont proposé une
classification pour les récepteurs aux éïcosanoïdes. PGDj agirait sur le récepteur DP,
PGF,a sur le récepteur EP, la prostacycline sur le récepteur IP, Tromboxane A, sur le
récepteur TP et la PGE, sur un récepteur inhibé par le composé SCI9220 (EP,) et un
autre récepteur non sensible au composé SCI9220 (EPJ. En COLEMAN et al, (1987 b)
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ont proposé 1 existence de deux sous-types d'EP^, le sulprostone étant un agoniste
puissant sur un récepteur et inactif sur l'autre récepteur, ce qui a donné naissance au
sous-type EP,. COLEMAN (1994 a) a proposé qu'il existe un quatrième sous-type de
récepteurs, le EP^, caractérisé à l'aide d'un antagoniste pour le récepteur aux
thromboxanes, le AH23848B, qui bloque la réponse à la PGE2 sur la veine saphène de
porcelet, mais pas sur des préparations tissulaires de types EP„ EP, ou EP,. La veine
saphène de porcelet possède donc un sous-type de récepteur à la PGE^ nommé EP,.
3.3.2 Sous-types de récepteurs à la PGE2
Les sous-types de récepteurs aux prostaglandines sont caractérisés
pharmacologiquement à l'aide d'agonistes et d'antagonistes. Jusqu'à maintenant quatre
sous-t>pes de récepteurs à la PGE^ ont été caractérisés pharmacologiquement et la
séquence d'ADN est connue pour les quatre sous-types.
Le type EP, est impliqué dans la contraction des muscles lisses longitudinaux de
l'ileum de cobaye, du fundus et de la trachée (COLEMAN. et ai, 1985c), du tractus
gastro-intestinal (LAWRENCE et ai, 1992b; EGLEN et ai, 1988), du tractus
respiratoire (COLEMAN. et ai, 1985c; MCKENNIFF et ai, 1988), du vas déférens
(HEDGVIST et ai, 1972), du myométrium (SENIOR, et ai, 1991), des muscles du
sphincter de l'iris (DONC et ai, 1986), ainsi que dans l'inhibition de l'absorption de
1 intestin grêle (BUNCE et al., 1987), dans l'augmentation de l'activité neuronale par la
PGE, (EHRENPREIS et ai, 1973). La stimulation du sous-type EP^ produit une
relaxation de la trachée de chat (GARDINER et ai, 1986), du muscle circulaire de
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l'ileum (LAWRENCE et al. 1992b), et du corps ciliaire de l'iris (CSUKAS et ai, 1992)
et stimule la réabsorption d'eau et de sel dans les tabules rénaux (GRANTHAM et ai,
1968; SONNENBURG et al, 1988); il a été proposé que le sous-type EP^ régulerait
négativement le système immunitaire (MONICK et al, 1987) et l'inflammation
(COLEMAN. et al, 1990). L activation du sous-type EPj induit la contraction de l'ileum
de poulet (COLEMAN. et al, 1987c), inhibe la relâche de neurotransmetteur (EDET et
al., 1990), contracte 1 utérus (KRALL et al, 1984), inhibe la réabsorption d'eau et de sel
dans les tabules rénaux (NAKAO et al, 1989), stimule la relâche de catécholamines des
cellules chromaffines surrénaliennes (TANAKA et al, 1990), inhibe la sécrétion
gastrique d acide (CHEN et a/., 1988) et inhibe la lipolyse dans le tissue adipeux
(RICHELSEN et al, 1984).
Des agonistes et des antagonistes spécifiques aux sous-types de récepteurs ont été
développés. Le tableau montre les composés actuellement disponibles ainsi que leurs
spécificités.
Tableau I : Liste des Agonistes
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Agoniste
Butaprost
11-deoxy- PGEi
IC 80205
16,16 dimethyl PGE2
Iloprost
17-phenyl-©-trinor PGE2
Misoprostol
Sulprostone
Enprostil
GR63799
M&B 28767
Sous-type de récepteur
EP2
EP2/EP4
EP,
EP,
EP,
EP,
EP3/EP2
EP3/EP1
EP3
EP3
EP3
Références
GARDINER eta/., 1986
DONGetû/. 1986/
NISfflGAKIetû/., 1995
DONG et al, 1986
DONG et al, 1986
SHELDRICKetû/., 1988
LAWRENCE et al, 1992b
COLEMAN. et al, 1988
BUNCE et al, 1990
REEVES et al 1988
BUNCE et al, 1990
LAWRENCE et al, 1992b
Tableau II : Liste des antagonistes
Antagoniste
se 19220
AH 6809
AH 23 848B
Sous-type
EP,
EP,
EP4
Références
COLEMAN et a/.. 1979
COLEMAN et al, 1985b
COLEMAN et al, 1994a
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3.3.3 Seconds messagers
Les récepteurs aux prostaglandines sont couplés à différents seconds messagers
Le tableau qui suit montre le type de récepteur ainsi que le second messager impliqué
Tableau III : Second Messager
Récepteur Second Messager
IP AMPc
IP,
TP Ca^
DP AMPc
Ca'
FP Ca"
EP, Ca'
IP,
EP, tAMPc
EP, 4 AMPc
EP. tAMPc
Références
SIEGL et ai, 1979, NAMBA et ai, 1994
COLEMAN. et ai, 1994b
COLEMAN. et al., 1994b
OKUDA-ASHITAKAe/a/., 1993
GUSOVKSY, 1991; NAKAO étal, 1993).
CREESE et DENBOROUGH, 1981;
COLEMAN. étal, 1985a; WATABE et al,
1993; FUNKetal, 1993
HARDCASILE et al, 1982; SONNENBURG et
al, 1990; HONDA er a/. 1993
REEVES et al, 1988, STRONG et al, 1992
COLEMAN. et al., 1994 a
Le sous-type EP, peut être couplé à différents mécanismes de transduction. Le
mécanisme de transduction classique est l'inhibition de l'adénylate cyclase observée dans
la l'inhibition de la relâche de neurotransmetteur, dans la sécrétion gastrique (REEVES
et al, 1988) et dans la lipolyse (STRONG et al, 1992). Le sous-type EP, est impliqué
dans l'inhibition de la réabsorption d'eau (NAKAO et a/., 1989), cet effet est bloqué par la
la toxine pertussis ce qui indique que ce sous-récepteur est couplé à une protéine G
inhibitrice Dans les systèmes où on observe un inhibition d'AMPc, ces effets sont
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inhibés par la toxine pertussis (SONNENBURG et al, 1990; WATANABE et al, 1986,
1991). Dans les glandes surrénales bovines, le récepteur EP, est couplé à une protéine
Gq insensible à la toxine pertussis qui stimule la phospholipase C et qui augmente ainsi
la relâche des catécholamines. Lors de la contraction des muscles lisses, on observe une
augmentation de calcium intracellulaire.(NEGISHI et al, 1989, 1990; YOKOHAMA et
al, 1988). On retrouve différents seconds messagers pour le sous-type EP, qui sont le
résultat d un épissage alternatif, donnant ainsi différentes isoformes de sous-types
d EPj. Chez le boeuf les isoformes EPja et EP,c sont couplés à une protéine Gj qui induit
1 inhibition de la production d'AMPc. EPjb et EP^c sont couplés à une protéine Gs qui
augmente 1 AMPc. Enfin, EP,d couplé à une Gq (insensible à la toxine pertussis) qui
augmente la mobilisation du calcium intracellulaire et la formation d'IP,.
3.3.4 Distribution tissulaire
Le récepteur EP, est présent dans le rein, le poumon, la rate, les muscles
squelettiques et à un niveau faible dans les testicules (PUNK et al, 1993). Le sous-type
EP, est distribué dans plusieurs tissus dont l'ileum, le thymus, les poumons, la rate, le
coeur et 1 utérus (HONDA et al, 1993). Le sous-types EP, est présent dans les reins,
l'utérus, r estomac, la rate, les poumons, le cerveau (SUGIMOTO et al, 1992). Dans les
reins, le récepteur EP, est distribué dans les tubules de la médulla, dans les tubules
distaux ainsi que dans la macula densa (SUGIMOTO et al, 1994b). Dans le système
nerveux le sous-types EP, est présent dans les neurones, l'hippocampe, le noyau
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préoptique, l'hypothalamus, le corps maxillaire, le locus coeruleus et le noyau raphe
(SUGIMOTO étal, 1994c).
3.3.5 Biologie Moléculaire
Les récepteurs aux prostaglandines sont des récepteurs de type "rhodopsine like",
à sept domaines transmembranaires, couplés à une protéine G spécifique. Les cDNAs
des récepteurs ont tous été clonés. IP à été cloné chez la souris par le groupe de
NAMBA et ai, (1994), et chez l'humain par l'équipe de BOIE et ai, (1994). TP à été
cloné par l'équipe de NAMBA et al chez la souris (1992) et chez l'humain par HIRATA
et al (1991). L'ARNm du récepteur a été retrouvé par Northern blot dans plusieurs tissus
soit le thymus, la rate, les poumons, les reins, le coeur et l'utérus (NAMBA et al, 1992).
Le cDNA du récepteur FP à été cloné chez la souris par l'équipe de SUGIMOTO
et al (1994a) et chez l'humain par l'équipe de ABRAMOVITZ et al (1994). Le
récepteur DP à été cloné chez l'humain par le groupe BODE et al (1995).
Les sous-récepteurs EP,, EP,, EP„ EP^ ont été clonés. La séquence des protéines
révèle la présence d acides aminés conservés dans les régions des sept domaines
transmembranaires, caractéristiques des récepteurs couplés aux protéines G (SAVERES
et al, 1992). Il existe deux sites de glycosylation possible à la surface extracellulaire de
la protéine, pour EP„ Asn -8 et -25, pour le sous-type EP^ des Asn -7 et -177, et Asn -59
et -64 pour le sous-type EP,. Deux résidus cystéine dans la première et seconde boucle
extracellulaire peuvent former un pont disulfure. Quatre résidus proline sont présents
dans les quatrième, sixième et septième segments transmembranaires. La conservation
20
du résidu l'arginine en position 338 pour EP,, en position 316 pour EF^ et en position
309 pour EPj, suggère qu il s agit d'un résidu impliqué dans la liaison des prostanoïdes
au récepteur (SUGIMOTO et al, 1993). La multitude de résidus sérine et thréonine
dans la partie COOH terminale et dans la troisième boucle cytoplasmique servirait à des
sites potentiels de phosphorylation par une protéine kinase II est proposé que la
phosphorylation est impliquée dans la désensibilisation du récepteur. (HAUSDOREF et
al, 1990).
EP, a été cloné chez 1 humain (FUNK et al, 1993) et la souris (WATABE et al,
1993), EP, a été cloné chez la souris (HONDA et al, 1993), le rat (SANDO et al, 1994)
et l'humain (SONGZHU et al, 1993, BASTIEN et al, 1994, REGAN et al, 1994). Le
clone de l'équipe de BASTIEN possède une séquence et des caractéristiques
pharmacologiques différentes de celles du clone de REGAN et al (1994). Il est possible
que Bastien ait cloné le sous-type EP, (PIERCE et al, 1995) car il a une affinité
négligeable (K— 30 pM) pour le Butaprost qui est un agoniste sélectif pour le sous-type
EP2- Au contraire le récepteur décrit par REGAN et al montre une affinité élevée pour
le Butaprost soit un K; de 1.4 pM, donc ce récepteur est classifié EP,. Le sous-type EP, a
été cloné chez la souris (SUGIMOTO et al, 1992) et chez l'homme (YANG et al, 1994).
Différentes isoformes du sous-type EP, ont été identifiées EP,» , EP,p, EPjr, chez la
souris (SUGIMOTO et a/., 1992; IRIE et u/.,1993), EP, A-D chez le boeuf (NAMBA et
al, 1993) et le lapin (BREYER et al, 1994) et EP,„ EP,^, EP„„ chez l'humain (ADAM
et al, 1994).
Le gène EP, humain est un gène de 1206 paires de bases qui code pour une
protéine de 402 acides aminés, de masse moléculaire calculé de 41 858 ayant les
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caractéristiques d'un récepteur à 7 domaines transmembranaires couplé à une protéine G.
Le gène EP^ humain contient 1464 paires de bases et code pour une protéine
contenant 488 acides aminés ayant une masse moléculaire de 53 115. La séquence des
protéines suggère qu'il s agit d'un récepteur à 7 domaines transmembranaires lié à une
protéine G. L'homologie entre la séquence humaine et la séquence de la souris est de
88%. La différence majeure entre les deux récepteurs est la présence de 25 acides
aminés supplémentaires dans la portion NH, terminale et de 6 acides aminés additionnels
dans la troisième boucle extracellulaire. Le deuxième EP^ cloné code pour une protéine
de 358 acides aminés de masse moléculaire de 39 380. Il s'agit également d'un
récepteur à sept domaines transmembranaires ayant les caractéristiques des récepteurs
aux prostanoïdes. 11 possède une homologie de 37% avec EP„ 38% avec l'autre EP
34% avec EPj^, 31% avec le récepteur TP et 31% avec PP. Les gènes EP,., EPjy, EP
humains codent pour des protéines contenant 390, 388 et 365 acides aminés de masse
moléculaire calculé de 43 315, 42 688, 40 507 respectivement. hEP,, est homologue à
mEPjtt, hEPjQ est homologue à EP,r de souris et à EP,^ de vache. Les séquences de hEP„
sont homologues à 85% avec la souris, le rat et la vache. Les différences entre les
séquences se retrouvent dans les sept domaines transmembranaires (ADAM et al.,
1994). Les isoformes sont produits par épissage alternatif et diffèrent seulement dans la
portion carboxyl-terminale. Les isoformes EP, ont une affinité semblable pour les études
de liaison, mais sont couplés à différents mécanismes de transduction, soit à
l'augmentation ou à la diminution de l'AMPc, ou l'augmentation de Ca" intracellulaire.
Le sous-types EP,^ est couplé à un protéine G., EP^g et EPj^, serait couplé à une G^ tandis
2>
3m
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que EPj, est couplé à une G,, G. et à une G,. Il a été reporté que stimule la GTPase
via une G^, inhibe via une G„ et augmente l'affinité de la liaison du GDP via une G„.
Les séquences EP,, EP^, EP,, EP^ possèdent les domaines spécifiques aux
récepteurs des prostanoïdes, la séquence LxxTDxxG dans le deuxième domaine
transmembranaire, la séquence QYxPGxWCF dans la deuxième boucle extracellulaire et
la séquence NxIxDPW dans le septième domaine transmembranaire.
4. Problématique
Les chondrocytes ainsi que d'autres cellules présentes au niveau des articulations
produisent des prostaglandines sous la stimulation de plusieurs cytokines impliquées
dans la pathophysiologie des maladies inflammatoires et dégénératives articulaires, telles
que lIL-1 et le TNF. Les prostaglandines, à leur tour, agissent sur les chondrocytes en
reproduisant certains effets de ces cytokines, notamment ceux qui mènent à la
dégradation du cartilage. 11 est possible, donc, que les prostaglandines soient impliquées
dans la chaîne d événements qui mènent à la destruction de ce tissu. La connaissance des
types et des sous-types de récepteurs aux prostaglandines présents chez les chondrocytes
pourrait avoir deux conséquences importantes. Premièrement, elle nous permettrait
d utiliser une nouvelle approche à l'étude des effets biologiques des prostaglandines sur
ces cellules en utilisant des agonistes et des antagonistes spécifiques. Il serait ainsi
possible de déterminer le rôle de chaque prostaglandine comme médiatrice de l'effet des
cytokines. Ceci est impossible à faire avec les anti-inflammatoires puisqu'ils inhibent la
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cyclooxygénase et donc la production de toutes les prostaglandines. Une deuxième
conséquence à long terme serait l'emploi thérapeutique des antagonistes spécifiques pour
éviter 1 effet des prostaglandines au niveau du cartilage. Cette approche présenterait
l'avantage, par rapport aux anti-inflammatoires conventionnels, de ne pas contrer l'effet
bénéfique des prostaglandines dans d'autres systèmes. Il serait alors possible d'envisager
un traitement de chondroprotection sans les effets indésirables des AINS.
BUT DE L'ÉTUDE
Déterminer les types de récepteurs aux prostaglandines présents chez les
chondrocytes bovins en culture.
aux
Déterminer s il y a lieu, le sous-type ou les sous-types de récepteur
prostaglandines Ej présents chez les chondrocytes bovins en culture ainsi que les
activités biologiques qui y sont reliées.
METHODES
1. Culture cellulaire:
Le cartilage a été prélevé à partir d'un carpe de boeuf obtenus d'un abattoir local.
Après le lavage de l'articulation avec du PBS, celle-ci a été ouverte dans des conditions
stériles et le cartilage a été prélevé et coupé en fragments d'approximativement 2 x 2 x
0,5 mm. Les fragments de cartilage ont été lavés dans du PBS et digérés pendant 10
minutes dans 0,05% hyaluronidase type III, suivi de 15 minutes dans la trypsine et de 30
minutes dans 0,20% collagénase de type II, afin d'enlever les autres types cellulaires
attachés aux fragments de cartilage. Par la suite les fragments de cartilage ont été lavés
dans du PBS (sans Ca^"^, Mg 2"^) et incubés toute la nuit dans du DMEM contenant
0,15% de collagénase de type II, 10% FBS, 50 unités/ml de Pénicilline et 150 pg/ml de
Streptomycine à 37°C sous agitation afin de libérer les cellules de la matrice. Après
digestion, les cellules ont été lavées dans du PBS pour enlever la collagénase présente
dans le milieu et mises en culture dans du DMEM contenant 10% FBS, 50 unités/ml de
Pénicilline et 150 pg/ml de Streptomycine, à une densité de 25 000 cellules par cm^, à 37
C, dans une atmosphère de 5% de CO2 ,95% air. Le milieu a été changé à tous les trois
ou quatre jours, jusqu'à ce que les cellules soient confluentes. Une fois la confluence
atteinte, le milieu a été changé pour du milieu contenant 0,2% FBS pendant 24 heures
avant chaque essai.
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2. Production d'AMPc
Les cellules ont été cultivées dans des plaques à 24 puits, jusqu'à confluence. Le
milieu a été changé pour du milieu DMEM sans sérum et contenant 0,1 mM de 3-
isobutyl-l-methylxantine (BMX) pendant 15 minutes à STC. Les cellules ont été
ensuite stimulées avec de la PGE2 ou avec des analogues pendant 15 minutes. La
réaction a été arrêtée en aspirant le milieu et les cellules ont été lysées avec G,IN HCl à
la température de la pièce, pendant 3 heures. Les surnageants ont été conservés à -SQO C.
LAMPc présente dans les surnageants a été dosée après acétylation à l'aide d'un EIA
commercial. (Cayman). Pour certaines études, les cellules ont été préalablement incubées
avec 10 ng/ml de toxine pertussis pendant 12 heures. La concentration de SMS 201-995
utilisée a été de 10 ' Mpour les essais. Les résultats sont exprimés en pmoles d'AMPc /
mg protéine. Les protéines ont été dosées par la méthode de Bradford en utilisant une
courbe standard faite à 1 aide d albumine bovine (BSA). Les cellules ont été lysées avec
0,25N de NaOH.
3. Inhibition d'AMPc
Le même protocole décrit ci-haut pour la production d'AMPc s'applique sauf que
les cellules ont été incubées en présence de lOpM de Forskoline immédiatement avant
les stimuh utilisés dans le but de trouver des effets inhibiteurs sur l'adénylate cyclase.
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4. Production d'inositol trisphosphate
Les cellules ont été cultivées jusqu'à confluence dans des plaques à 24 puits. La
méthode utilisée a été celle décrite par BOULA Y et al. (1990). Le milieu a été changé
pour du DMEM sans inositol, sans FBS et contenant 10^ cpm par ml de myo- [2-3h ]-
inositol (10-20 Ci par mmol) et incubé pendant 12 heures. Par la suite les cellules ont
été lavées avec du FBS contenant 5,5 mM de dextrose. Le milieu a été changé pour 225
pi de milieu M199 contenant 25 mM HEPES, 1 mg ml"! BSA, pH 7,4, pendant 10
minutes à 370C. Les cellules ont été stimulées avec PGE2 ou les agonistes pendant 5
minutes. La réaction a été terminée en ajoutant 100 pl d'une solution de 17,5% (v/v)
d'acide perchlorique et 50 pl de 10 mg ml"! de BSA, et le tout a été incubé pendant 30
minutes à 4^0. Les cellules ont été détachées des plaques à 24 puits à l'aide d'un
policeman, et centrifugées pendant 5 minutes à 13 000g à 40C. Le surnageant a été
récolté afin d'être neutralisé. La radioactivité présente dans le culot a été comptée dans 5
ml de liquide à scintillation à l'aide d'un compteur à scintillation. Pour neutraliser les
sumagenants, 1 acide perchlorique présente a été extraite avec une solution de 1:1 (v/v)
de Fréon et de tri-n-octylamine, mélangé vigoureusement jusqu'à l'obtention d'une
couleur jaune. Après centrifugation pendant 1 minute à 2000 rev/min, trois phases sont
obtenues. La phase du bas contient le Fréon et le tri-n-octylamine. Dans la phase du
milieu on retrouve le tri-n-octylamine perchlorate. L'échantillon neutralisé se retrouve
dans la phase du haut. (DOWNES et ai, 1986). Après neutralisation les échantillons ont
été déposés sur une colonne de résine échangeuse d'anion. (Dowex Ag 1X8 formate).
IPl, IP2, IP3, IP4 radioactifs ont été séparés par élution successive avec 9 ml de 0,1M
acide formique contenant 0.2 M, 0.4 M, 0.8M et l.OM de formate d'ammonium. Les
résultats ont été exprimés en pourcentage de radioactivité par rapport à la radioactivité de
l'échantillon témoin.
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5. Détermination du calcium intracellulaire
La microscopie confocale a été utilisée pour déterminer la distribution et la
concentration de calcium intracellulaire de cellules individuelles. Des chondrocytes
bovins ont été mis en culture à raison de 40 000 cellules/ml sur des lamelles de verre de
25 mm dont la surface possède 2,5 pg/ml de poly-L-lysine (BKAILY et al. 1994). Les
lamelles ont été incubées pendant 72 heures dans du DMEM, et ont ensuite été lavées et
incubées pendant 1 heure dans du tampon Tyrode contenant 0,1 % BSA , par la suite 13
pM de Fluo3-AM a été ajouté dans le tampon Tyrode (sans BSA) pendant 15 minutes.
Les lamelles ont été placées individuellement dans une chambre d'observation contenant
du tampon Tyrode avec 1.8 mM de CaCla. Les cellules ont été examinées à l'aide d'un
système scanner argon-laser confocal Molecular Dynamics Multiprobe 2001 équipé d'un
microscope inverse epifluorescence Nikon Diapot et d'un objectif achromate Nikon Oil
Plan 60 X 1.4 N.A. Le faisceau argon laser de 488 mm (7.5 mV) a été dirigé sur
1 échantillon via un filtre primaire dichroïque et a été atténué avec un filtre de densité
neutre à 1-3% pour réduire le photobleachmg. PGE2 (lO^M), Carbaprostacycline
(lO^M) ou Bradykinine (10"^M) ont été ajoutés à la chambre et les données ont été
enregistrées à chaque 30 secondes pendant une période de 6 minutes. La série d'images
confocales a été collectée à 18 pm. Entre 35 et 65 sections optiques ont été obtenues
dépendant de la surface et de l'adhérence des cellules, avec des images à une résolution
de 512 X 512 pixels par balayage. Les images ont été collectées par le logiciel Image
Space fourni par Molecular Dynamics et emmagasinées dans la station de travail Silicon
Graphics Indy R3000. L'analyse de l'image et la reconstruction en 3D ont été faites à
partir de la station de travail Silicon Graphics Indy R4000 utilisant le volume Work tools
du logiciel Image Space. Les images ont été imprimées sur une imprimante couleur
Mitsubishi CP-210. Le niveau d'intensité du calcium intracellulaire libre est représenté
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en pseudo-couleur, l'intensité varie sur une échelle de 0 à 255, l'intensité faible étant
représentée par le noir et la forte intensité par le blanc
6. Dosage des glycosaminoglycans
La méthode colorimétrique de dosage des glycosaminoglycans a été décrite par
FARNDALE et ai, (1982). Après avoir été incubées pendant 24 heures dans du DMEM
contenant 2 % FBS, les cellules ont été stimulées avec 10"^M de PGE2 pendant 24 heures.
Par la suite, 50 pl de surnageant ont été prélevés et déposés dans une plaque à 96 puits.
Dans chaque puits, 150 pl de colorant 1,9 diméthyl méthylène bleu (1,185g NaCl, 1,52g
Glycine, 8mg 1,9 diméthylméthylène, 47,5 ml HCl (0,1 M) pour un volume de 1 litre) ont
été ajoutés. Les résultats ont été lus immédiatement par spectrophotométrie à une
longueur d'ondes de 670 nM, comparés à une courbe standard de chondroitine sulfate et
exprimés en pg de chondroitine sulfate par mg de protéine. (n=6)
7. Dosage des métalloprotéases
Les cellules ont été incubées dans des plaques à 6 puits jusqu'à confluence. Le
milieu a été changé et les cellules ont été stimulées avec PGE2 ou les agonistes pendant
24 heures. Les surnageants ont été prélevés et congelés à -20°C jusqu' à la détermination
de 1 activité des métalloprotéases. Les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases
(TIMP) ont été détruits avant la détermination de l'activité des métalloprotéases par
réduction et alkylation (DEAN et ai, 1984). Brièvement, l'extrait a été incubé à 37°C
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pendant 30 minutes avec 2 mM de Dithiothréitol, suivit de 5 mM d'iodoacétamine
pendant 30 minutes, et de dialyse pendant 18 heures à 4° C dans du tampon Tris-HCl
(0,05 M Tns-HCl, ImM CaCl2, pH 7,8). Ce traitement détruit les TIMPs sans détruire
l'activité des métalloprotéases (DEAN et al., 1984). Pour chaque échantillon, 0,5 ml de
sumargeant a été récolté et traité avec ImM APMA (aminophényl-mercuric acétate)
pour activer l'enzyme. Un autre échantillon de 0,5 ml a été prélevé et traité avec 1 mM de
1,10-phénanthroline pour inhiber l'activité de l'enzyme; cet échantillon a été utilisé
comme blanc. L'activité des métalloprotéases a été déterminée par la méthode d'Azocoll
(CHAVIRA et al, 1984). Un mg d'Azocoll a été ajouté à chaque échantillon et incubé
pendant 18 heures à 3>f C sous agitation. Après décantation des échantillons,
l'absorbance de chaque surnageant a été lue à 520 nM. Les résultats sont exprimés en
unités d'activité enzymatique par minute par ml. Une unité d'enzyme correspond à la
digestion de Ipg/min d'Azocoll à 37®C. (DEAN et ai, 1989). Un mg/ml d'Azocoll
digéré correspond à 0.593 à un longueur d'onde de 520nm (CHAVIRA et ai 1984).
RESULTATS
1. Production de Prostaglandines
La première partie du travail consistait à vérifier si les chondrocytes bovins en
culture produisaient des prostaglandines après stimulation avec des doses croissantes
d'IL-1 et de TNFa. Les chondrocytes bovins produisent des prostaglandines suite à la
stimulation avec les deux cytokines et cette production est dose-dépendante. Ces
résultats sont démontrés à la figure 1.
2. Récepteur de prostaglandines
Par la suite nous avons tenté de mettre en évidence la présence de récepteurs aux
prostaglandines chez les chondrocytes bovins en culture. Les chondrocytes ont été
stimulés avec des doses croissantes de PGEj, ou de Carbaprostacycline, un analogue
stable de PGL et PGD2, pendant une période de 15 minutes en présence d'IBMX, ce qui
a causé une augmentation d'AMPc intracellulaire (figure 2). La Carbaprostacycline est le
plus puissant agoniste testé ayant un £€50= 1.49 ± 0.8 nM (n=3), suivit de la PGE2 avec
un EC50- 55.11 ± 8.91 nM (n=8) et de la PGD2 un EC5o= 1654.72 ± 1119.2 nM (n=4)
(Figure 2). La différence entre le EC50 est statistiquement significative (p< 0.05) pour les
trois prostaglandines testées. PGE2 (lO'^M) et Carbaprostacycline (lO'^M) ont un effet
additif sur la production d'AMPc intracellulaire. (Figure 3). Ces résultats suggèrent
fortement que nous sommes en présence de deux récepteurs aux prostaglandines chez les
chondrocytes bovins, soit un récepteur à PGI2 (IP) et un récepteur à la PGE2 (EP).
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Figure 1 Production de prostaglandine E2 par les chondrocytes bovins en
culture.
Après une stimulation de 24 heures avec IL-1 ( ■, n=4) et TNFa (♦,
n—4), les chondrocytes produissent de la PGE2. Les valeurs représentent
la moyenne de quatre résultats expérimentaux ± l'erreur standard de la
moyenne des données.
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Figure 2 Production d'AMPe induite par PCE^, PGDz et Carbaprostacycline,
chez les chondrocytes bovins en culture.
Après une stimulation de 15 minutes en présence d'IBMX, une
augmentation d'AMPc est observée avec PGE2 n (n=8),
Carbaprostacycline O (n=3), et faiblement par PGD2 ♦ (n=4). Les
valeurs représentent la moyenne d'au moins trois résultats expérimentaux
± la SEM des données.
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Figure 3 Effet de Carbaprostacycline et de PGE2 sur la production d'AMPe.
PGE2(10'^ M) et Carbaprostacycline (10"^ M) produissent une
augmentation d AMPc. Lorsqu'on incube les cellules avec les deux
prostaglandines, on observe un effet additif sur la production d'AMPc.
* p< 0.05 comparé au groupe témoin, p< 0.05 comparé à PGE2 et
Carbaprostacycline seul. Carba = Carbaprostacycline. (PGE2 n=3,
Carbaprostacycline n=6, PGE2 et Carbaprostacycline n=3) Les valeurs
représentent la moyenne d'au moins trois résultats expérimentaux ± la SEM
des données.
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2.1 Sous-type EP2
Afin de déterminer le sous-type de récepteur des prostaglandines E2 chez les
chondrocytes bovins en culture nous avons utilisé des agonistes spécifiques aux sous-
types de récepteurs (Figure 4). Après stimulation pendant 15 minutes avec les agoniste
PGE2 et 11-déoxy-PGEi (agoniste EP2,EP4), en présence d'IBMX, la production d'AMPc
intracellulaire a été augmentée, tandis que le de Butaprost (agoniste EP2), n'a pas eu
d'effet sauf à une forte concentration, soit lO'^M. Le 17-phényl-©-trinor-PGE2 (agoniste
EPi), le Sulprostone (agoniste EP3/EP1) et le MB 28767 (agoniste EP3) n'ont eu aucun
effet sur la production d'AMPc. Les résultats suggèrent la présence d'un récepteur de
sous-type EP4 car le Butaprost, qui est agoniste EP2 spécifique, n'a pas eu d'effet sur la
production d'AMPc.
2.2 Sous-type EP3
Les récepteurs de type EP3 peuvent être couplés à l'adénylate cyclase par une
protéine Gi, de sorte que son activation peut entraîner une diminution de l'activité de
cette enzyme . Afin de déterminer si le récepteur EP3 était présent dans notre
préparation, les cellules ont été incubées en présence de lOpM de Forskoline, un
activateur de l'adénylate cyclase et par la suite stimulées avec PGE2 à des concentrations
de lO'lO M et de lO"^ M, pendant une période de 15 minutes (Figure 5). Aucune
inhibition de la production d'AMPc induite par la forskoline n'a été observée en présence
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Figure 4 Production d'AMPc par les agonistes à la PGE2 chez les chondrocytes
bovins en culture.
PGE2 n (n 8), 11-déoxy-PGEi^ (n-3), IT-phényl-co-trinor-PGEaO (n=3),
Butaprost • (n=3),Sulprostone □ (n=3), MB 28 7670 (n=3). Les valeurs
représentent la moyenne d'au moins trois résultats expérimentaux ± la SEM
des données.
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Figure 5 Inhibition de la production d'AMPc induite par PGE2 après stimulation
avec Forskoline
Forskoline 10 joM (n=3), Forskoline 10 + PGE2 10""^ (n=3),
Forskoline 10 jxM + PGE2 10 (n=3). Témoin, cellules non-stimulées
(n=3). Les valeurs représentent la moyenne de trois résultats ± la SEM des
données.
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de PGE2. Ces résultats suggèrent que le sous-type EP3 n'est pas présent chez les
chondrocytes bovins en culture. Puisque l'effet prédominant de la PGE2 sur les
chondrocytes en culture est d'augmenter l'AMPc intracellulaire, cela pourrait masquer
un petit nombre de récepteurs couplés à une protéine G; sans qu'une inhibition par la
PGE2 puisse être observable après stimulation avec PGE2 et Forskoline. Pour tester cette
hypothèse nous avons vérifié l'effet de la toxine pertussis, qui inhibe les protéines G;, sur
la réponse à la PGE2. Si des récepteurs couplés à une protéine Gi sont présents on
s'attend à une réponse augmentée en présence de la toxine. Les cellules ont été pré
incubées en présence de toxine pertussis à une concentration de lOng/ml pendant 12
heures, et par la suite stimulées avec 10'^ M de PGE2 pendant 15 minutes. Comme le
montre la figure 6, le traitement à la Ptx n'a pas changé la réponse à la PGE2, ce qui nous
indique que les chondrocytes bovins ne possèdent pas de récepteur à la PGE2 couplé à
une protéine Gi. Comme témoin nous avons utilisé le composé SMS 201-995 (lO'^M),
un analogue stable de la somatostatine, hormone connue pour activer des récepteurs
couplés à la protéine Gi (VIOLLET et ai, 1995). Le composé SMS 201-995 a été
capable d'inhiber le niveau basai d'AMPc intracellulaire et la réponse à la PGE2, l'ajout
de Ptx à la préparation a renversé l'effet inhibiteur du composé SMS 201-995 sur la
réponse à la PGE2 (Figure 6). Ces résultats montrent qu'un récepteur couplé à une
protéine Gi serait détectable par le système, suggérant donc fortement l'inexistence d'un
récepteur à la PGE2 avec activité inhibitrice sur l'adénylate cyclase.
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Figure 6 Effet de la toxine Pertussis sur la production d'AMPc induite par la
PGEî
Toxine pertussis 10 ng/ml (Ptx) (n=3), PGEj lO'^M (n=3), PGEj IQ-'M +Ptx
(n=3), PGE2 10"^M + SMS 201- 995 10"^M (n=3), PGE2 10"^ + SMS 201-
995 10 M + Ptx (n=3), SMS 201-995 10 ^ M (n=3), ténioin= cellules non
stimulées (n=3). Les valeurs représentent la moyenne de trois résultats
expérimentaux ± la SEM des données. * p < 0.05, Student's t test, comparé
à PGE2 seule, + p < 0.05 comparé à PGE2 + SMS 201- 995. SMS= SMS
201-995
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2.3 Sous-type EPi
Afin de déterminer si les chondrocytes bovins possèdent un récepteur de sous-
type EPi, les cellules ont été stimulées avec une concentration de lO'^M de PGE2 pendant
des périodes de 1, 2, 10 minutes et le niveau d'IPa intracellulaire a été déterminé par
chromatographie. La figure 7 montre aucune augmentation d'IP., contrairement à la
Bradykinine qui augmente la production d'IPj. La Bradykinine servait de contrôle
positif. Ce résultat suggère que les chondrocytes bovins ne possèdent pas de récepteurs
de sous-types EP], Puisqu'il a été suggéré dans la littérature que certains récepteurs à la
PGE2 pourraient augmenter le calcium intracellulaire par d'autres voies que riP3, nous
avons déterminé la concentration intracellulaire de Ca^^ à l'aide de la microscopie
confocale. La figure 8 montre que la PGE2 et la Carbaprostacycline à des concentrations
de 10'^ M n'induisent pas d'augmentation de calcium intracellulaire, tandis qu'en
présence de Bradykinine une augmentation de calcium est observée. Ces résultats
appuient l'hypothèse que les chondrocytes bovins en culture n'expriment pas de
récepteur EPj ni de récepteur à la Carbaprostacycline couplé à l'augmentation de
calcium.
2.4 Sous-type EP4
Des études ont été faites en présence d'un antagoniste spécifique pour le sous-
type EP^ soit le AH 23 848B. Des courbes doses-réponses ont été faites en présence de
PGE, et de l'antagoniste AH 23 848B et la production d'AMPc a été mesuré. En
présence de AH 23 848B à une concentration de 1 pM, 3 pM, 10 pM et 30pM la courbe
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Figure 7 Production d'IPs intracellulaire déterminé par chromatographie
chez les chondrocytes bovins en culture.
PGE2 10"^ M (colonnes fermées, n=3), Bradykinine 10"^ (colonnes ouvertes,
ti~3), contrôle, cellules non stimulées. (n=3). Les valeurs représentent la
moyenne de trois résultats expérimentaux ± la SEM des données.
* F < 0.05 comparé au temps zéro.
Figure 8 Augmentation de calcium intracellulaire par microscopie confocale chez
les chondrocytes bovins en culture.
Les chondrocytes bovins ont été stimulé avec PGEj 10"^M, Carbaprostacycline
10 ^ M, Bradykinine 10"^, le témoin représente des cellules non-stimulées.
A= témoin, B= Carbaprostacycline, C= PGE2, D= Bradykinine. La
pseudocouleur représente la concentration de calcium intracellulaire, blanc >
rouge > jaune >bleu >noir. Le noir correspond à une absence de calcium et
le blanc à une quantité maximum de calcium. Les résultats représentent une
expérience représentative de trois expériences. Barre = 5pm.
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de production d'AMPc produite par PGE2 est déplacée vers la droite (Figure 9). Dans des
conditions semblables, le composé AH 23 848B n'a pas déplacé la courbe dose-réponse à
la Carbaprostacycline (Figure 10). Ces résultats nous indiquent que le AH 23 848B
antagonise de façon spécifique la réponse produite par PGE2, démontrant donc la
présence d'un récepteur de sous-type EP4 chez les chondrocytes bovins en cultures. La
régression de Schild donne une pente de 0.43 ± 0.07.
3. Effet des PGE2 sur les Glycosaminoglycans
Après une stimulation de 24 heures la PGE2, à une concentration de lO'^M, n'a pas
eu d'effet significatif sur la libération de glycosaminoglycans à l'aide de la méthode
colorimétrique, (figure 11).
4. Effet des PGE2 sur la production des métalloprotéases
PGE2 à une dose de 10'^ M augmente le niveau basai de métalloprotéases et l'effet
est inhibé par l'antagoniste AH 23 848B à une concentration de 30 pM. Le 11-deoxy
PGE, à 10 ' M a également augmenté la production de métalloprotéases. Par contre le
17-phenyl-©-PGE2 et le Sulprostone n'ont eu aucun effet significatif. La forskoline (10
pM), qui est un activateur de l'adénylate cyclase et l'IBMX, qui est un inhibiteur de la
phosphodiesterase ont également été capables d'augmenter la production de
métalloprotéases. (figure 12).
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Figure 9 Inhibition d'AMPc par l'antagoniste AH 23 848B chez les chondrocytes
bovins en culture.
PGE2« (n-8), PGE2 + AH 23 848 1 pM ♦ (n=3), PGE2 + 3)iM □ (n=3),
PGE2 +10 pM O (n=3), PGE2 + 30 pM • (n=6). Les valeurs représentent la
moyenne d'au moins trois résultats expérimentaux ± la SEM des données.
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Figure 10 Effet de l'antagoniste AH 23 848 sur la production d'AMPc produite par
la carbaprostacycline.
Carbaprostacycline O (n=3), Carbaprostacycline + AH 23 848B 30 )liM (•
n—3). Les valeurs représentent la moyenne de trois résultats expérimentaux
± la SEM des données.
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Figure 11 Production de glycosaminoglycans par les chondrocytes bovins
culture.
en
PGE2 (lO'^M). Témoin représente des cellules non-stimulées. Les valeurs
représentent la moyenne de six résultats expérimentaux ± la SEM des
données.
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Figure 12. Activité de métalloprotéases par les chondrocytes bovins en culture.
Les chondrocytes bovins ont été stimulés avec PGE2 lO'^M (n=14), PGE2 10"
+ AH 23 848B 30 pM (n=10), 11-deoxy-PGEi lO'^M (n=6), 17-Phenyl-(o-
trinor-PGE2 lO'^M (n=6) Sulprostone lO'^M (n=6), Forskoline 10 pM (n=4)
et 1 IBMX 0.1 mM (n=4). Le témoin représente des cellules non-stimulées
(n—14). Les valeurs représentent la d'au moins quatre résultats expérimentaux
± la sem des données.
DISCUSSION
Les prostaglandines peuvent jouer un rôle important dans la régulation du
métabolisme du cartilage. Elles sont produites par les chondrocytes stimulés par
certaines cytokines, telles que l'IL-l et le TNFa, et peuvent reproduire certains effets de
ces cytokines, tel que suggéré par des études démontrant que les anti-inflammatoires
peuvent changer la réponse des chondrocytes à ces cytokines et qu'une partie des effets
des AINS peut être contrée par la PGE^ exogène (PELLETIER et al, 1989).
L'interprétation de ces études pose., cependant , certains problèmes. Entre autres le fait
que les AINS, en inhibant la cyclooxygénase, bloqueront la synthèse de tous les
prostanoïdes II a aussi été montré que les AINS peuvent influencer d'autres systèmes
enzymatiques que la cyclooxygénase (LAEKMAN et al, 1979; ROBINSON et al,
1986). La caractérisation des types et des sous-types de récepteurs aux prostaglandines
pourrait donc avoir deux implications majeures. Elle nous permettrait, d abord, de mieux
connaître le rôle physiologique des prostaglandines sur le cartilage en inhibant ou en
activant spécifiquement des récepteurs. Elle pourrait aussi permettre une approche
pharmacologique innovatrice des maladies inflammatoires et dégénératives articulaires
Ainsi, l'utilisation des agonistes ou des antagonistes spécifiques permettrait de cibler les
récepteurs présents dans les chondrocytes sans toucher à ceux dans les reins et l'estomac.
Pour la présente étude nous avons choisi de travailler avec des cultures primaires
de chondrocytes bovins pour des raisons techniques. Les chondrocytes humains seraient
sûrement plus intéressants, mais des problèmes techniques se présentent Les
chondrocytes articulaires humains peuvent être obtenus à partir de cadavres ou
d échantillons chirurgicaux prélevées lors de l'implantation d'une prothèse. Dans ce
dernier cas, la raison de la prothèse étant justement la destruction du cartilage articulaire ,
très peu de tissu peut être prélevé. Le prélèvement à partir des cadavres présente des
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problèmes d'ordre légal qui commencent à peine à être réglées. Nous avons donc choisi
le cartilage bovin puisqu'il s'agit d'un grand mammifère dont les différences avec le
cartilage articulaire humain sont moindres que celles rencontrées chez les petits
rongeurs.
Nous avons initialement voulu confirmer, chez les chondrocytes bovins en
culture, l'effet stimulateur de l'IL-1 et du TNFa sur la production des prostaglandines.
Nos résultats montrent que ces deux cytokines ont un effet stimulateur sur la synthèse de
PGEj, et que cet effet est dose-dépendant. Ces résultat confirment ceux déjà publiés par
d autres auteurs chez des chondrocytes de différents espèces (GILMAN 1987, CHIN et
al, 1988, BUNNINGera/., 1989).
Notre objectif étant la caractérisation des types et des sous-types de récepteurs
aux PGs présents dans des chondrocytes articulaires en culture primaire, notre première
approche consistait à faire des études de liaison en utilisant de la PGE^ marquée au
tritium, à 1 exemple de ce que nous avions déjà fait avec les récepteurs aux leucotriènes
chez les cellules HL-60 (PATRY et al, 1996). Malgré les différentes conditions étudiées,
soit la température, le pH, le tampon, le temps d incubation et la quantité de cellules,
nous n avons pas été capables d'obtenir une quantité de liaison spécifique capable de
nous permettre la caractérisation du système En effet, cela semble être plutôt la règle à
juger par la littérature, où tous les articles publiés qui ont caractérisé des récepteurs aux
prostaglandines à 1 aide des études de liaison ont utilisé de cellules transfectés avec les
récepteurs recombinants (BASTIEN et a/., 1994; ADAM et al, 1994), donc possédant
une très forte quantité de récepteurs, ou des tissus qui expriment ces récepteurs en
quantité très élevée, tel que l'utérus (KENNEDY et al, 1986, MOLNAR et al, 1990).
Nous pensons aujourd'hui que la très faible liaison spécifique à la PGE, que nous avons
retrouvée dans nos études préliminaires est due à un ensemble de plusieurs facteurs, dont
les plus importants seraient la faible quantité de récepteurs sur la surface cellulaire, la
faible affinité de ces récepteurs et la radioactivité spécifique insuffisante du ligand tritié.
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Dans la littérature, les études de caractérisation des récepteurs aux
prostaglandines ont été faits par pharmacologie classique, dans des bains à organes
isolés Comme il s'agit-là d'une technique impossible à utiliser avec des cellules en
culture, il a fallu se tourner vers une autre méthode. Nous avons donc choisi de stimuler
les cellules avec les prostaglandines naturelles et leurs analogues et d'en déterminer
l'effet sur les second messagers connus, soit l'AMPc, l'IP, et le calcium intracellulaire.
PGE^, Carbaprostacycline, un analogue stable de PGI^ (WHITTLE et al., 1980; AIKEN
et al, 1980) et PGD, augmentent significativement et de façon dose-dépendante, le
niveau d'AMPc intacellulaire des chondrocytes bovins en culture. L'ordre de puissance
de ces trois substances est la suivante: Carbaprostacycline > PGE, » PGD,. La réponse
évoquée par PGD^ est détectable seulement à de fortes concentrations (lO-^M), ce qui
suggère une interaction non-spécifique avec le récepteur EP ou IP En combinant PGE^
et Carbaprostacycline à des doses capables d'induire une réponse maximale (lO^M), on
observe un effet additif dans la production d AMPc Ces résultats suggèrent fortement
1 existence de deux populations distinctes de récepteurs, l'un sensible à la
Carbaprostacycline, donc du type IP, l'autre sensible à la PGE^, donc du type EP. La
présence d un récepteur du type IP est confirmée par le fait que l'antagoniste AH23848B
déplace la courbe dose-réponse à la PGE, vers la droite sans affecter celle à la
Carbaprostacycline. Nous pouvons donc affirmer que, chez les chondrocytes bovins, il y
a expression d un récepteur IP lié à l'augmentation d'AMPc, ainsi que d'un récepteur du
type EP dont la détermination du sous-type constituait la prochaine étape à franchir.
Le sous-type EP, est couplé à l'augmentation de calcium intracellulaire (FUNK et
ai, 1993) et dans certains modèles, à une augmentation du turnover des inositol-
phosphates. Chez les chondrocytes bovins, cependant, PGE, n'a pas causé aucune
augmentation du calcium intracellulaire ni de l'inositol triphosphate intracellulaire
Dans le même système, la bradykinine s'est avérée capable d'augmenter les deux
paramètres. Ces résultats suggèrent fortement que le sous-type EP, n'est pas présent
51
chez les chodroc5iles bovins en culture ou s'il l'est, il se trouve découplé de ces
mécanismes habituels de transduction du message, étant donc dépourvu d'importance
physiologique dans la préparation. Le même raisonnement s'applique à un éventuel
récepteur EPj couplé soit à l'activation de la phospholipase C, soit à un canal calcique.
Des mesures d'AMPc ont été effectuées après stimulation avec PGE2 et des
agonistes spécifiques à chaque sous-type dans le but de vérifier si le sous-type EP^, EP^
ou un sous-type EP, couplé à une protéine étaient présents chez les chondrocytes
bovins. Le composé 11-deoxy PGE,, qui est un agoniste EP^EP,, augmente la production
d AMPc à un niveau moindre que la PGE,. Cependant le Butaprost, qui est un agoniste
sélectif au récépteur EP, (GARDINER et al., 1986) n'a eu qu'un faible effet sur
1 augmentation d'AMPc., et ce à une concentration aussi élevé que lO'^M. Dans la
littérature, des résultats contradictoires ont été obtenus avec le Butaprost. Dans la veine
jugulaire de lapin, le Butaprost est moins puissant que dans une préparation de trachée de
chat (LAWRENCE et al, 1992a). ce qui suggère qu'il existe deux sous-types de
récepteur EP^ , un premier sous-type très sensible au Butaprost et un deuxième sous-type
relativement insensible au Butaprost. Des résultats contradictoires avec le Butaprost ont
aussi été obtenus par des essais de liaison sur des récepteurs recombinants. Le Butaprost
n interagit pas avec les récepteurs recombinants EP2 humain et de la souris clonés par
BASTIEN et ai (1994) et HONDA et ai (1993), tandis qu'il interagit avec le clone EP,
de REGAN et ai (1994) Sur le système de la souris il a été montré, à l'aide du composé
AH 23848B que les deux premiers récepteurs clonés sont du sous-type EP, et non pas
EPj, et que le Butaprost est un agoniste EP, mais non pas EP, (NISHIGAKI et ai, \99S).
La caractérisation des sous-type EP, et EP^ peut donc se faire à l'aide de ces deux
composés, le Butaprost, agoniste sélectif au récepteur EP^ et le AH 23 848B antagoniste
sélectif au récepteur EP^.
Nos résultats avec les chondrocytes bovins montrent une augmentation de
l'AMPc intracellulaire suite à la stimulation avec PGE, et 11 déoxy-PGE, (un agoniste
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EPj et EPJ(NISfflGAKI et al, 1995), dans cette ordre de puissance, le butaprost étant un
très faible agoniste. Ces résultats suggèrent déjà l'existance d'un récepteur jdu sous-type
EP^. Pour confirmer cette hypothèse nous avons vérifié l'effet du composé AH 23 848B,
un antagoniste EP,, sur la réponse induite par la PCE,. Les résultats nous montrent que
ce composé est capable de déplacer à droite de façon spécifique la courbe dose-réponse à
la PGEj, confirmant ainsi qu'il s'agit d'un récepteur de sous-type EP^.
Le récepteur EP^ a été caractérisé initialement sur la veine saphène de porcelet à
laide du composé AH 23 848B, et l'antagoniste a été décrit comme compétitif
(COLEMAN et al, 1994 a). Nous avons donc testé l'effet de différentes concentrations
de AH 23 848B afin de déterminer s'il s'agit d'un antagoniste compétitif ou non-
compétitif On note que l'incubation avec l'antagoniste cause une discrète diminution de
la réponse maximale à la PGE, et que la régression de Schild donne une pente différente
de 1 unité. Ces résultats suggèrent un antagonisme non-compétitif, mais d'autres éléments
peuvent causer des résultats semblables et doivent être considérés dans l'analyse de nos
données. Ainsi, le métabolisme des composés dans la préparations, les déterminations en
situation de non-équilibre et l'existence d'une population hétérogène de récepteurs
peuvent être à l'origine d'une régression de Schild différente de l'unité (KENAKIN,
1987). Dans notre préparation la dernière possibilité est à considérer, puisqu'à des
concentrations élevées de PGE, une interaction avec le récepteur IP est possible et même
probable. Il serait donc intéressant de reprendre cette étude en présence d'un antagoniste
IP, mais ce composé., malheureusement, n'existe pas. Dernièrement dans la littérature, il
a été reporté que chez les cellules Jurkat (DE VRIES et al, 1995), le AH 23 848B est un
antagoniste non-compétitif. Les auteurs suggèrent un nouveau récepteur EP ou un sous-
sous-type de récepteur EP^. Il faudrait signaler, cependant, que chez les cellules Jurkat il
n'y a pas de récepteur IP, ce qui simplifie l'analyse des résultats. Dans notre système il
est impossible, avec les outils pharmacologiques actuellement disponibles, de conclure
quant à la nature exacte de l'antagonisme du composé AH 23 848B. Nous pouvons donc
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affirmer que le récepteur EP présent chez les chondrocytes bovins en culture présente
plusieurs caractéristiques pharmacologiques d'un récepteur EP^ sans pouvoir conclure de
façon définitive pour cette classification.
Nous avons également voulu savoir si les chondrocytes bovins en culture
possèdent des récepteurs EP,. Le sous-type EP, peut être couplé à différents seconds
messagers car il existe différentes isoformes chez les bovins (NAMBA et al, 1993).
L'isoforme EPj^ peut être couplé à une protéine et augmenter la production d'AMPc.
Cette isoforme n'est pas présente dans notre préparation car les agonistes EP,, soit le MB
28767 et le Sulprostone n ont pas augmenté la production d'AMPc. Les chondrocytes
bovins ne possèdent également pas une isoforme EP, couplée à une augmentation d'IP,,
car aucune augmentation d'IP, n'a été observé après stimulation avec PCE,. Afin de
vérifier la présence de récepteurs EP, couplés à l'inhibition de l'adénylate cyclase
(SUGIMOTO et al, 1992) nous avons incubé des cellules avec de la Forskoline, un
activateur de l'adénylate cyclase (HUANG et al, 1982), et ajouté de la PGE, par la
suite. Aucune inhibition de 1 augmentation de 1 AMPc intracellulaire induite par la
Forskoline n a été observée après l'addition de PGE,, ce qui suggère l'inexistence de
récepteurs de sous-type EP, couplés à l'inhibition de l'adénylate cyclase. II serait
possible, cependant, que 1 effet prédominant de la PGE, d'augmenter l'activé adénylate
cyclase puisse masquer une plus faible quantité de récepteurs couplés à la même enzyme
via une protéine G. et dont l'effet serait l'inhibition de l'adénylate cyclase. De tels
récepteurs, si présents en faible quantité, pourraient ne pas être observables par l'essai de
la Forskoline. Nous avons donc envisagé une autre approche, celle de stimuler les
cellules à la PGE, en présence et en absence d'un inhibiteur des protéines G.. Notre
raisonnement était que, si un récepteur couplé à l'adénylate cyclase par le biais d'une
protéine G; était présent dans la préparation, la réponse à la PGE, en présence de
l'inhibiteur de la protéine G. serait supérieure à celle obtenue en absence de l'inhibiteur.
Comme inhibiteur de la protéine G. nous avons choisi la toxine pertussis (PTx), qui
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catalyse l'ADP- ribosylation d'une cystéine sur la chaîne de la sous-unité a de la protéine
Gi. Cette modification covalente laisse la protéine Gi dans la forme inactive et empêche
la transduction du signal (BURNS et al., 1983). Nous avons observé que le traitement à
PTx n augmente pas la réponse à la PGEj. Comme témoin positif à la PTx nous avons
utilisé un analogue de la somatostatine, le composé SMS 201-995 (PLESS et al., 1986),
puisque nos études préliminaires avec cette hormone ont montré la présence de
récepteurs spécifiques dans notre système. Cette hormone est connue pour se lier à une
série de récepteurs spécifiques dont au moins 5 sous-types sont connus (LAW et al.,
1995) et ils sont tous couplés à l'adénylate cyclase par une protéine Gj (VIOLLET et al.,
1995). Dans notre préparation, l'analogue de la somatostatine a diminué la réponse à la
PGEj,, ce qui montre que l'activation d'un récepteur couplé à une protéine Gj pourrait
interférer avec la réponse à la PGE^. L'addition de PTx a diminué significativement
1 effet de la somatostatine. Ces résultats montrent que la méthode pourrait détecter des
récepteurs couplés à une protéine G; et suggèrent l'absence de récepteurs à la PGE^
couplés à une protéine G. dans notre préparation.
Afin de déterminer si le récepteur à la PGEj présent dans les chondrocytes bovins
en culture possèdent des activités biologiques nous avons étudié l'effet de la PGEj sur un
processus anabolique du cartilage, la production de glycosaminoglycans, et sur une
activité catabolique, la production de métalloprotéases. Après stimulation avec PGEj
pendant une période de 24 heures,, la libération de glycosaminoglycans dans le
surnageant des chondrocytes bovins en culture n'a pas changé par rapport à des cellules
non stimulées. À 1 aide de ces résultats nous pouvons conclure que les prostaglandines
n ont pas d'effet sur la production et la libération de glycosaminoglycans dans le milieu
La stimulation des chondrocytes avec PGE, a, cependant, augmenté la production des
métalloprotéases. Cet effet est également observé avec le composé ll-deoxy-PGE„ un
agoniste EP, et EP,. La production de métalloprotéases induit par la PGE, a été inhibée
par l'antagoniste EP, AH 23 848B. L'agoniste EP, H-Phenyl-trinor-PGE^ et le
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Sulprostone (agoniste EPj/EP,) n'ont eu aucun effet significatif sur la production de
métalloprotéases. La forskoline et l'IBMX, deux composés qui augmentent la
concentrations intracellulaire d'AMPc ont eu un effet semblable à celui de la PGE^ sur la
production de métalloprotéases. Ces résultats correspondent à ceux obtenus pour la
production d'AMPc et démontrent que le récepteur à la PGE^ présent chez les
chondrocytes bovins en culture agit par le voie de la stimulation de l'adénylate cyclase et
qu il est impliqué dans une action biologique importante.
Les résultats obtenus sur les chondrocytes bovins peuvent avoir des implications
pharmacologiques et thérapeutiques importantes. Si les mêmes résultats sont obtenus
chez 1 humain cela pourrait avoir de grandes répercutions dans le traitement de l'arthrite
et de l'ostéoarthrite. En bloquant l'action des prostaglandines au niveau du cartilage avec
des antagonistes spécifiques, cela permet de conserver les effets physiologiques positifs
des prostaglandines sur d'autres sous-types de récepteurs tel le EP, qui se trouve
principalement au niveau des reins et de l'estomac. Nous procédons actuellement à la
caractérisation des récepteurs à la PGE^ dans des chondrocytes articulaires humains en
culture suivant le protocole que nous avons utilisé dans la présente étude. Nous croyons
que ces études pourront ouvrir une nouvelle avenue dans le traitement des maladies
articulaires inflammatoires et dégénératives.
CONCLUSION
À 1 aide de cette étude nous avons montré que les chondrocytes bovins p>ossèdent
un seul récepteur à la PGEj dont les caractéristiques biologiques sont semblables à celles
des récepteurs EP4. Nous ne pouvons pas conclure de façon définitive qu'il s'agisse d'un
récepteur de sous-type EP4 puisque la natiue de l'antagonisme par le composé AH 23
848B na pas pu être établie avec les outils pharmacologiques disponibles. Ce récepteur
est lié à une protéine Gs et une action catabolique en augmentant la production de
métalloprotéases suite à une stimulation avec la PGEj. Nous avons aussi montré
1 existence d'un récepteur du type IP couplé de façon positive à l'adénylate cyclase dont le
rôle physiologique reste à démontrer.
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